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Trasformazione transiente di protoplasti di 
Nicotiana benthamiana per la 
localizzazione e l’identificazione di 
interazioni tra proteine. 
 
I protoplasti costituiscono un sistema sperimentale versatile che si basa sull’ utilizzo della 
singola cellula. Dal 1960, anno in cui vennero isolati per la prima volta ad opera di 
Cocking, i protoplasti sono stati utilizzati per numerosi studi sulla biologia e la fisiologia 
cellulare delle piante, tra cui la sintesi della parete cellulare, la risposta indotta da 
particolari stress o ormoni, fino all’applicazione nella trasformazione stabile e transiente. 
I metodi di trasformazione transiente sono utili per lo studio dei geni e dei loro prodotti 
senza la necessità di dover ricorrere all’ impiego di linee stabili, il cui ottenimento che 
richiede investimenti ingenti e spesso ricorso a tecniche complesse.  
Definire la rete di interazione delle proteine nelle cellule e l’accurata determinazione della 
localizzazione subcellulare del proteoma sono richieste fondamentali della ricerca in 
ambito vegetale nell’era post-genomica. A supporto di questo, N. benthamiana viene 
sempre più utilizzata come pianta modello per condurre esperimenti di espressione 
transiente in alternativa ad Arabidopsis. La scoperta ed il clonaggio della proteina 
fluorescente verde (GFP) dalla medusa A. victoria ha rivoluzionato gli studi in biologia 
cellulare  permettendo l’osservazione e il monitoraggio della localizzazione delle proteine 
nelle cellule viventi con l’ausilio del microscopio a fluorescenza (Prasher et al., 2002). 
Sono state sviluppate numerose varianti della GFP animale e tra le varie tecniche che 
sfruttano le proprietà delle proteine fluorescenti spicca la “Bimolecular Fluorescence 
Complementation” (BiFC) (Hu et al., 2002). Il suo iniziale sviluppo è stato per studi in 
cellule di mammifero, ma il sistema è stato adattato anche per cellule vegetali con ottimi 
risultati (Citovsky et al., 2006; Goodin et al., 2007, 2008; Ohad et al., 2007; Waadt et al., 
2008).  Questa tecnica permette la visualizzazione di interazioni tra proteine attraverso il 
rilevamento di fluorescenza. Il principio base è che due frammenti di proteina fluorescente 
non hanno capacità di fluorescere singolarmente. Se però ai due frammenti vengono fuse 
due proteine che interagiscono, la loro interazione permetterà la ricostituzione della 
proteina fluorescente e si avrà quindi il fenomeno di fluorescenza rilevabile. 
Nel presente lavoro di tesi protoplasti di N. benthamiana sono stati transientemente 
trasformati via PEG con geni di interesse. Dei prodotti genici si è analizzata la 
localizzazione utilizzando come reporter la GFP e la interazione mediante la tecnica di 
BiFC. 
 
